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La presence invention releve du domaine de la 
fixation d^un materiel biologique, contenu dans un 
echantillon, ledit materiel comprenant une partie 
susceptible d'interagir avec un metal de transition, en 
5 formant des liaisons de coordination. 

Dans la presentation de 1* invention qui suit, il est 
en particulier fait reference a la fixation d'un materiel 
biologique proteique, mais bien entendu, la port6e de 
1» invention ne saurait s'y limiter. 

10 Ainsi, par materiel biologique, on entend selon 

1* invention, notamment, un materiel protfeique ou 
glycoproteique tel qu*un antigene, un haptfene, un 
anticorps, une proteine, un peptide, une enzyme, un 
substrat, et fragments de ceux-ci ; mais aussi un materiel 

15 nuclSique tel qu'un acide nucleique (ADN ou ARN) , un 
fragment d' acide nucleique, une sonde, une amorce ; une 
hormone ; a la condition que le materiel biologique 
comprenne une partie ou site d • interaction avec un metal 
de transition, en formant des liaisons de coordination* 

20 Conformement a I'article de M. Kempe et al. (1), on 

connait un procfede de capture d'une protSine presentant 
des sequences polyhistidines , a savoir la RNase A, selon 
lequel on utilise la forte affinite du groupement 
imidazole de 1 ' histidine ~ pour les mStaux. Ce proc6d6 

25 consiste a disposer de particules de silice, 
f onctionnalisees par des groupes mfethacrylates, d'une 
part, a mettre en contact la protSine et un agent 
complexant des metaux, a savoir, 1* acide N-(4-vinyl)- 
benzyl-iminodiacetique (VBIDA) , avec un m6tal, pour 

30 obtenir un complexe resultant de liaisons de coordination 
entre le metal et les groupes imidazole de I'histidine, et 
de liaisons de coordination entre le metal et les groupes 
carboxyliques de VBIDA, d' autre part, puis a mettre en 
contact lesdites particules de silice f onctionnalisees 

35 avec le complexe form6 ci-dessus. 
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Selon la pr^sente invention, on apporte un procedfe de 
fixation de materiel biologique, permettant d'optimiser la 
complexation de ce matferiel avec un complexe metallique, 
tout en diminuant, voire feliminant, toute reaction 
5 secondaire d ' adsorption dudit materiel sur le complexe 
metallique. 

A cette fin, le precede de fixation d'un matferiel 
biologique, de 1' invention, utilise un compost ligand de 
coordination, ou un compose complexe obtenu a partir de ce 
10 dernier, ledit composS ligand presentant les 
caracteristiques suivantes : 

il est sous forme microparticulaire ou sous 

forme linfeaire, 

il est constitue par au moins un polymere 
15 particulaire ou lineaire, avec une surface apparente 
hydrophile, et des groupes complexants libres, fixfes de 
maniere covalente . 

Le terme "microparticulaire" signifie selon 
1» invention sous forme de particules d'une taille au plus 
2 0 egale a 10 /xm. De preference elles ont une taille ne 
depassant pas 5 M^n. 

Le polymSre particulaire ou lineaire est 
avantageusement un polymere hydrophile, et notamment un 
polymere f onctionnalise obtenu par polymerisation d'un 

2 5 premier monomere hydrosoluble, d 'acrylamide, d'un derive 

d' acrylamide, de methacrylamide ou d'un derive de 

methacrylamide, au moins un agent de reticulation et au 
moins un second monomere, fonctionnel. 

Pour I'obtention de ce polymere avantageux, le 

3 0 premier monomere est de preference choisi parmi le N- 

isopropylacrylamide, le N-^thylmethacrylamide, le N-n- 
propylacrylamide, le N-n-propylm6thacrylamide, le N-n- 
isopropy Imethacry lamide , le N-cyclopropy lacrylamide , le 
N , N-diethy lacrylamide , le N-m6thyl-N-isopropylacry lamide , 
3 5 le N-methyl-N-n-propy lacrylamide, le premier monomere 
6tant de pr6fSrence le N-isopropylacry lamide (NIPAM) . Le 



o 



o 



ou les seconds monomeres f onctionnels appartiennent de 

preference au groupe de ceux qui rSpondent a la formule 

(I) suivante : 

CH2 - C(Z) - (X)^ - (R)p - (Y)n (I) 

5 dans laquelle : 

Z represente H, un radical alkyle en C1-C5, le radical 
benzyle, -COOH, ou -CO-NH-CH (CH3) 2 , 

Y representee -CH2-COOH, -N (CH2-COOH) 2 , 

-N(CH-COOH) (CH2-COOH) , ou -N(CH2-CH2-NH2) 2/ 
10 (CH2-COOH) 

X represente -NH(CH2-CH2-) , -N (CH2-CH2-) 2 / 

-N(CH2-COOH) (CH2-CH2-) , ou CH{COOH)-, 

R represente une chaine hydrocarbonee linSaire, 

eventuellement interrompue par au moins un hfet^roatome, 
15 tel que O ou N, 

in et p sont chacun un entier qui, indfependamment: I'un de 

1* autre, equivalent a 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3 . 

A titre d'exemple le second monomere est choisi parmi 
20 I'acide itaconique, les derives acryliques et les derives 

mfethacry 1 iques . 

Coxniae dit pr ecedemment , le compose ligand de 

1» invention peut se presenter sous forme microparticulaire 

ou sous forme linSaire. 

2 5 Quand il est particulaire , ledit compose ligand peut 

ne consister qu'en ledit polymere particulaire, ou bien il 
peut posseder un noyau organique ou inorganique, 
hydrophile ou non hydrophile, revetu dudit polymSre 
particulaire et/ou dudit polymere lineaire. 

3 0 Ledit noyau du ligand particulaire est 

avantageusement choisi dans le groupe comprenant le 
polystyrene, la silice et les oxydes m^talliques. II peut 
en outre comprendre un compose magnetique. 

Pour des utilisations particulieres, le compose 
35 ligand de 1* invention peut etre avantageusement marqu6 par 
un marqueur qui est, a titre d'exemple, choisi dans le 
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groupe consistant en une enzyme, la biotine, 
1 • iiQinobiotine , un composant fluorescent, un composant 
radioactif , un composant chSmioluminescent , un composant 
d' electrodensite, un composant magnfetique, un antigene, un 
5 haptene et un anticorps^ 

Comme les exemples de la pr§sente description 
1 • illustreront , le polymere particulaire prefferfe de 
1' invention est le poly-NIPAM (PNIPAM) comprenant des 
groupes complexants derives de I'acide itaconique ou de 

10 1 ' anhydride mal6igue-co-methylvinylether . 

Un autre objet de 1- invention est un compose complexe 
de coordination comprenant au moins un compost ligand tel 
que defini ci-dessus et un metal de transition • Ce dernier 
est de preference choisi parmi le zinc, le nickel, le 

15 cuivre, le cobalt, le fer, le magnesium, le manganese, le 
plomb, le palladium, le platine et I'or. 

L' invention concerne egalement une composition 
liquide d'un compose ligand de coordination, comprenant 
une phase continue aqueuse et une phase discontinue, 

2 0 dispersee dans la phase continue et constitute d'au moins 
un compose ligand de 1* invention, ainsi qu'une composition 
liquide d'un complexe de coordination, comprenant une 
phase continue aqueuse et une phase discontinue dispersee 
dans cette derniere et constituee d'au moins un compos6 

2 5 complexe de 1' invention. 

L' invention apporte aussi un compose conjugue 
comprenant un compose complexe tel que defini precfedemment 
et un premier materiel biologique fixe sur ledit composfe 
complexe, par des liaisons de coordination entre le m6tal 

3 0 de transition du compose complexe et les sites d'af finite 

du premier materiel biologique. Avantageusement le premier 
materiel biologique est une proteine. A titre d'exemple 
c'est la protSine p24 ou gpl60 du VIH, en vue de la 
detection dans le serum d'un patient d'anticorps diriges 
3 5 centre I'une ou 1' autre de ces proteines. Cette proteine 
peut aussi etre choisie parmi la proteine A, la protfeine G 
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et 1 •hybrids de la prot6ine A et de la prot^ine G, sur 
laquelle des anticorps pourront etre fixes en vue de la 
detection, dans un 6chant:illon, d'antigenes spfecifiques 
desdits anticorps • 
5 Les sites d' affinity du materiel biologique consider^ 

dans la presents invention, pour les ions metalliques de 
transition, consistent avantageusement en des sites riches 
en acides amines choisis parmi I'histidine, la cysteine, 
la tyrosine, le tryptophane et la phenylalanine. Ces sites 

10 peuvent exister nature llement dans le materiel biologique, 
quand il est protSique notamment. Ou bien ils peuvent etre 
"importes" prfealablement dans le materiel biologique, 
selon des techniques bien connues de I'homme du metier 
telles que celle employee pour la purification des 

15 protfeines par le precede IMAC (Immobilized Metal ion- 
Affinity Chromatography) sur des resines (2,3). A titre 
d'exemple, de tels sites peuvent etre incorpores dans un 
materiel biologique proteique et notamment une proteine, 
par genie genetique pour obtenir des proteines 

2 0 recombinantes . 

Les sites peuvent se presenter sous la forme de 
suites desdits acides amines identiques ou diff#rents, 
contigus ou non, mais voisins. Lorsqu'ils sont "importes" 
dans le materiel biologique, on preferera les sites qui 
25 consistent en des suites de 6 residus histidine et/ou 
cysteine contigus . 

D'autres objets de 1« invention consistent en un 
support particulaire ou non particulaire , recouvert au 
moins partiellement par un compose ligand de 1' invention, 

3 0 un support particulaire ou non particulaire, recouvert au 

moins partiellement par un compose complexe de 
1' invention, et un support particulaire ou non 
particulaire, recouvert au moins partiellement par un 
compose conjugue de 1' invention. 
35 La prSsente invention concerne aussi les applications 

d'un compose ligand, d'un composfe complexe et d'un composfe 




conjuguS, repondant aux definitions ci-dessus, pour fixer 
un premier materiel biologique pr^sentant des sites 
d» affinity pour un mStal, et contenu dans un fechantillon, 
et 6ventuellement un second materiel biologique 
susceptible de r^agir avec le premier materiel biologique * 

Par second materiel biologique susceptible de rSagir 
avec le premier materiel biologique, on comprend un 
premier et un second matferiels biologiques tels que 
definis prfecSdemment , dont 1 ' interaction est celle d'un 
ligand avec un anti-ligand, du type de celle intervenant 
entre un antigene et un anticorps, un anticorps et un 
haptfene, une hormone et un rfecepteur, une prot^ine et un 
anticorps, la biotine et la streptavidine , une lectine et 
un Sucre, deux oligonucleotides, un oligonucleotide et un 
acide nuclfeique, une enzyme et un substrat. 

Selon une premiere utilisation d'un compose ligand de 
1' invention, un precede de fixation d'un premier materiel 
biologique comprend les §tapes consistant a : 

a) a disposer d'un compose ligand deer it ci- 
dessus, 

b) a mettre en contact 1 » fechantillon avec led it 
compose ligand en presence d'au moins un mStal de 
transition , 

c) apres avoir eventuellement observe la 
formation d'un compose conjugue entre le compose ligand, 
le metal de transition et le premier materiel biologique, 
a separer ledit compose conjuguSo 

Selon urie premiere utilisation d'un compose complexe 
de 1 • invention, un precede de fixation d'un premier 
materiel biologique comprend les Stapes consistant a ; 

a) a disposer d'un composfe complexe d6fini ci- 
dessus, 

b) a mettre en contact 1 ' echantillon avec ledit 

compost complexe, 

c ) apr 6s a vo ir 6ventue 1 1 ement obs erv6 la 
formation d'un compost conjugue entre le compose complexe 
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et le premier materiel biologique, a separer ledit compost 
conjugufe. 

Avantageusement , I'etape (b) des precedes deer its ci- 
dessus est effectuee a un pH super ieur ou egal au point 
5 iso61ectrique du premier materiel biologique S fixer, afin 
de reduire ou supprimer !• adsorption du materiel sur le 
compose complexe. 

Le compost ligand, le compose complexe ou le compos€ 
conjugue peut aussi etre utilise dans un proc6de de 
10 fixation d'un second materiel biologique contenu dans un 
echantillon et susceptible d'interagir avec ledit premier 
materiel biologique. Ce precede comprend les fetapes 
consistant : 

a) a disposer d'un compose conjugu6 de 
15 1' invention, tel qu'obtenu a partir d'un compost ligand de 

1' invention en presence d'un metal de transition et du 
premier matferiel biologique, ou a partir d'un compost 
complexe en presence du premier materiel biologique, 

b) a mettre en contact 1 ' echantillon avec ledit 
20 compose conjugue, 

c) apres avoir eventuellement observe 
1 ' interaction entre le premier et le second mat&riels 
biologiques, k separer ledit compose conjugue portant le 
second materiel biologique. 

25 Une variante du proced€ qui vient d'etre d^crit est 

un precede qui comprend les etapes consistant : 

a) a disposer d'un support de 1' invention, 
particulaire " ou non particulaire recouvert au moins 
partiellement par un compose conjugue, tel qu'obtenu par 

30 exemple, a partir d'un support recouvert d'un compost 
ligand de 1' invention, d'un metal de transition et du 
premier materiel biologique, ou a partir d'un support 
recouvert d'un compose complexe de 1 ' invention et du 
premier materiel biologique, 

35 b) ^ mettre en contact 1 ' echantillon avec ledit 

support , 
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c) apres avoir eventual lement observfe 

1 ' interaction entre le premier et le second materiels 
biologique, S s6parer ledit support portant le second 
materiel biologique. 

Le procfede de fixation d'un second materiel 
biologique dont deux variantes viennent d'§tre d6crites 
peut comprendre en outre une etape (d) consistant S mettre 
en contact ledit conjugu6 portant le second materiel 
biologique, ou ledit support portant le second matferiel 
biologique, obtenu selon (c) , soit avec un compose ligand 
marque et un mfetal de transition, soit avec un compos6 
complexe marque, 

Avant d'exposer plus en detail 1" invention dans les 
exemples , certains termes employes dans la presente 
description et dans les revendications sont ci-apres 
definis : 

Par fixation d'un materiel biologique selon 
1 'invention, on comprend la separation, I'isolement, la 
detection et/ou quantification de ce materiel, 
1 'enrichissement d«une fraction en materiel biologique, 
selon une methode de fixation specif ique ou aspecifique, 
de mani%re qualitative et/ou quantitative, 

Un echantillon tel qu'on I'entend selon 1' invention, 
comprend tout 6chantillon susceptible de contenir un 
materiel biologique, notamment un echantillon tel que 
celui obtenu a partir d'un fluide biologique, un 
echantillon d» origins alimentaire, ou une culture 
cellulaire. 

L' echantillon consiste en tout ou partie d'un autre 
echantillon, en particulier il peut consister en un 
aliquote, une dilution. 

La complexation telle qu'entendue selon la presente 
invention est dSfinie par la formation d'un complexe de 
coordination entre un metal de transition et un composfe 
ligand, le m6tal de transition appartenant lui-meme dfeja ^ 
un complexe de coordination ou non. 
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Enfin par polymere f onctionnalise, on entend un 
polyiaere presentant au moins une interface portant des 
groupes fonctionnels susceptibles de se fixer par 
covalence avec des groupes dits complexants • 
5 Par groupe complexant, on comprend tout groupe 

susceptible d'interagir avec au moins un xnStal de 
transition pour former des liaisons de coordination avec 
celui-ci. A titre d • illustration, le document 
EP-A-0 57 0 022 decrit un bon nombre de groupes complexants 

10 qui conviennent dans le cadre de la prfesente invention* 

Un polymere thermosensible est caracterise par un 
parametre physico-chimique qui est sa temperature critique 
inferieure de solubilite (LiCST) (4), au-deia ou en-de^a de 
laquelle, la conf oirmation du polymere en solution change, 

15 ainsi que ses propri^tes physico-chimiques . Le poly-(N- 
isopropylacrylamide) (PNIPAM) en est un exerople. II 
possfede une LCST de 32**C, temperature en-dessous de 
laquelle les chalnes de PNIPAM sont gonflees d'eau, done 
hydratees et hydrophiles. Au-dessus de cette temperature, 

2 0 on observe le phSnomene inverse, les chalnes de PNIPAM se 
retractent en expulsant I'eau et deviennent hydrophobes. 

Les caracteristiques et avantages de la pr^sente 
invention sont ci-aprSs il lustres par les Exemples 1 a 5 
et les Figures 1 a 3 selon lesquelles: 

25 Figure 1 represente un isotherme de couplage du 

polymere AMVE sur des particules de polymere particulaire 
poly-(St-NIPAM-AEM) . 

Figure 2 represente la variation de la quantity de 
proteine RH24 adsorbee sur un polymere particulaire poly- 

30 (St-NIPAM-AMVE) en fonction du pH et de la salinite du 
milieu. 

Figure 3 represente la quantite de proteine RH24 
complexee sur un polymere particulaire poly- (St-NIPAM- 
AMVE) en fonction du pH et de la salinite du milieu et 
35 pour une concentration en ions Zn2+ de I'ordre de 0,3 M. 
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SSEMPLE is React if s employes 
Monomere : 

- Styrene a 99 % (Janssen Chemica, refl3 279-87) , 

Mw=104,5 g.mol"^ 
5 II est: utilise apres purification par distillation sous 

vide • 

- N-isopropylacrylamide (NIPAM) (Kodak ref 10 982) , 
Mw=113,16 g.mol"! 

II est recristallis6 avant son utilisation, comme suit. II 
10 est dissous dans un melange hexane/toluene (60/40, v/v) * 
Monomere fonctionnel : 

- Chlorure de 2-aminoethyl methacrylate (AEM) (Kodak ref 
18513), Mw=165,62 g.mol"^ 

II est utilise sans recristallisation. 
15 Agent de reticulation : 

- N,N-methylene bisacrylamide (MBA) (Amilabo ref 10897) , 
Mw=271.19 g.mol"^ 

II est utilise sans recristallisation, 
Amorceur : 

20 - Hydrochlorure de 2,2'a2obis (2-amidino propane) (V50) 
(Wako trade name), Mw = 271,19 g.mol-i 

Le V50 est recristallise avant son utilisation, comme 
suit, amorceur est dissous dans un melange 60/40 d'eau 
et d' acetone. La solution est filtree sous vide avec un 
2 5 rendement de 3 0%. 

- Persulfate de potassium (Prolabo) , Mw = 270,32 g.mol-^ 
II est utilise sans recristallisation. 

Groupes complexants : 

- Acide itaconique (Aldrich) , Mw = 132 g.mol-^ 
30 II est utilise sans recristallisation. 

- Anhydride maleique-co-methylvinylether (AMVE) 
(Poly sciences) 

II est utilise sans recristallisation. 
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ESEMPLB 2g SyntbSse du ligand PHIP^-acide itaconiqu® 

Dans un rSacteur thermostate de 250 ml, sont versus 
4,38 g de N-isoprpylacrylamide, 200 g d'eau, 0,37 g de 
MBA, 0,5 g d'acide itaconique et 0,45 g d • aery lamide . Le 
5 melange est maintenu sous agitation & 3 00 tours par minute 
sous atmosphere d' azote et a une temperature de 70®C. Le 
persulfate de potassium (0,05 g) , amorceur hydrosoluble, 
est introduit (en solution dans 5 g d'eau) dans la 
solution au dernier moment pour d§marrer la reaction de 
10 polymerisation. 

La polymerisation est poursuivie pendant 5 heures 
dans les m^mes conditions. 

Le taux de conversion de la polymerisation est 6valu6 
a 98%. 

15 Le ligand obtenu presente les caracteristiques 

suivantes : 

- le diametre des particules, mesurfe par 
diffusion dynamique de la lumiere, est de 1500 nm, 

- le dosage des fonctions superf icielles, suivi 
20 par conduct imfetrie, a donne 0,3 mmole/g de latex de 

groupements acide faible (-COOH) . 

ESEMPLE 3s Modif icatiozi des particules hydropbiles aminees 
par greffage du polymerG lineaire compleKant poly-AMVE 
25 1) Synthese du polymere particulaire poly- (styrene-NIPAM) 
a) Preparation du polymere particulaire hydrophile 
Selon cet exemple la preparation consiste : 

dans" un premier temps, a synthetiser un polymere 
poly- (St-NIPAM) contenant les monomeres de base, a savoir 
30 le styrene et le NIPAM, selon une polymerisation en 
reacteur ferme, avec 2 00 g d'eau, 18 g de styrene, 2 g de 
NIPAM et 0,2 g de V50, puis 

dans un deuxieme temps, a a j outer, a un degrfe de 
conversion donne, le monomere fonctionnel (AEM) , seul ou 
35 en presence des rSactifs de base, a savoir 5 g de NIPAM, 0 
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a 4 % de AEM (par rapport au NIPAM) , 0,122 g de V50 et 
0,069 g de BA. 

Cette technique permet d'optimiser 1 • incorporation en 
surface d'un monomere fonctionnel. Les conditions de 
5 synthese sont les memes que eel les de la polymerisation en 
rfeacteur ferme, c'est-a-dire temperature et agitation 
constante . 

b) CaractSristiques du polymere particulaire obtenu 
10 Les resultats sur la structure du polymere obtenu, sa 

taille et sa polydispersite, sent regroupes dans le 
tableau 1 suivant. 



o 
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Tableau 1 



Designa- 




D(xm) 


D(nm) 


chevelure 


D(sim) 




tion du 






50»C 


(am) 






polymere 


% 


(a) 


(a) 


Cb) 


(c) 


(C) 


DDIO 


0 


603 


364 


119 


288 


1. 012 


DD15 


1 


421 


327 


47 


333 


1. 008 


DD12 


3 


484 


334 


75 


302 


1-004 


DDll 


4 


358 


315 


21 


303 


1, 005 



(a) : Diametre determine par diffusion dynamique de la 
5 lumiere a 20**C et a 50«C 

(b) : La chevelure correspond a I'epaisseur de PNIPAM a la 
surface des particules 

(c) : Diametre et indice de polydispersite obtenu par 
microscopie electronique. 

10 

Les taux de f onctionnalisation des polymeres obtenus 
exprimes par les resultats du dosage des f onctions amines 
presentes a la surface des polymeres, sont mentionn^s dans 
le tableau 2 suivant. 

15 

Tableau 2 



D^signa'tlon du polymere 


AEH (%) 
introduit 


6 

SPDP 
mmox » m 


- DDIO 


0 


0. 75 


DD15 


1 


1.44 


DD12 


3 


2 . 99 


DDll 


4 


2.76 



* : density de charge calculee en utilisant la taille a 
20 20°C determinee par diffusion dynamique de la lumiere. 
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2) Greffage du poly-AMVE sur les particules amiaees 

Le ligand est obtenu par fixation de fagon covalente 
sur les polymeres obtenus selon 1) de groupes complexants, 
consistant, selon le present exemple, en des groupes 
d^rivfes de I'AMVE (anhydride mal6ique-co- 

m^thylvinylether) , qui est un polymfere lineaire. 

L» utilisation de 1 'AMVE presente deux avantages : 
d'une part, il permet, grace a ses fonctions anhydrides 
trds reactives, un couplage facile avec les amines 
presentes a la surface du polymere particulaire, et, 
d* autre part, une fois le couplage realis§, il expose de 
noKibreuses fonctions dicarboxyliques complexantes , qui 
interagiront avec un metal de transition (Zn, Ni, Cu, 
Co, . . . ) • 

L'AMVE est utilise en solution dans le DMSO anhydre 
afin d'eviter I'hydrolyse des fonctions anhydrides par 
lesquelles la reaction de couplage sur les fonctions 
amines des polymeres particulaires est possible. La 
reaction de couplage doit etre conduite dans un milieu 
basique afin d'^viter la protonation des fonctions amines 
des polymeres • Le tampon utilise est un tampon borate de 
pH 8,2 et de force ionique 10"^ M- Le milieu de couplage 
ne doit pas exceder 10 % en volume de DMSO. 

Les resultats qui apparaissent a la Figure 1 montrent 
une bonne correlation entre les deux methodes d' analyse. 
La pente initiale de 1 • isotherme de couplage montre que la 
reaction est totale pour des faibles quantites d'AMVE 
introduites. La valeur du plateau est de 2,7 5 mg.m et 
est atteinte tres rapidement pour des faibles 
concentration en AMVE. 

ESEMPLE 4 g Complesation d"un metal de transition avec un 
ligand de 1" invention 

L' introduction d'un metal de transition dans une 
solution du ligand obtenu selon 1 • Exemple 2 ou 3 doit 
permettre la fixation du metal par complexation sur les 
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particules. Cette complexation s'effectue par le biais des 
atomes d'oxygfene des fonctions anhydrides. La presence de 
doublets libres sur les atomes d'oxygdne permet de former 
des liaisons de coordination avec le m^tal de transition. 
5 Le metal utilise {Zn^"**) est introduit dans une 

solution du polymere afin d'obtenir une concentration en 
ion m^tallique en solution de 10"^ M. L*exces de cation 
mStallique qui se trouve en solution est 61imin6 par des 
centrif ugations successives . 

10 

EXEMPLE 5 t Cosiplesaticn <Se la prct§i&8 RH24 sslcn un 
precede fie 1° invention 

La proteine etudiee dans le cadre de cet exemple est 
la proteine recombinante modifiee (appel6 RH24) en N- 
15 terminal par un "Tag" histidine (sequence de six rfesidus 
histidine contigus) (5) . Cette proteine a une masse de 
2 7. lO'^ g.mol ^ et un point isoelectrique de 6,1. Cette 
modification a ete mise a profit pour realiser la 
complexation de la proteine sur un support particulaire, 
2 0 conformement au precede de !• invention. 

Afin de pouvoir determiner la concentration de 
proteine complexSe sur le latex, des etudes d' adsorption 
de la proteine ont ete menses en parallele. 

Comme l"6tat de la technique le montre, ce sont les 

2 5 interactions electrostatiques qui gouvernent 1' adsorption 

des proteines sur un polymere hydrophile (6) . On a done 
etudie I'effet de la force ionique et du pH sur la 
quantite de proteines adsorbees, afin de determiner les 
conditions pour lesquelles 1 ' adsorption est negligeable, 

3 0 voire nulle. 

La figure 2 montre 1" adsorption de la proteine RH24 
sur le ligand obtenu selon 1' Exemple 3, poly- (St-NIPAM- 
AMVE) . 

Selon la figure 2, on observe que le taux 
3 5 d* adsorption de la RH2 4 est fortement dependant du pH. 



o 
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Une etude similaire a ete effectuee pour la 
complexation en faisant varier les iciemes parametres- La 
figure 3 montre les resultats de la complexation en 
fonction du pH, pour differentes forces ioniques et pour 
5 des concentrations constantes en ion complexant (Zn2+) . 

Comme il est observe sur cette figure^ la 
complexation de la proteine sur le ligand poly- (St-NIPAM- 
AMVE) en presence de zinc est peu dependante du pH excepte 
pour les faibles forces ioniques. 

10 Ces r6sultats permettent de determiner des conditions 

optimales de complexation au detriment de 1 ' adsorption. 
Ainsi un pH super ieur ou egal a 7 permet d« avoir une 
adsorption quasi nulle tout en ayant une complexation 
proche de 1,5 mg.m"^. Quant a la force ionigue il faut 

15 qu»elle soit minimale pour favoriser la complexation. 
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REVEND I C AT I OHS 
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lo Composfe ligand de coordination, sous forme 
microparticulaire ou lineaire, constitufe par au moins un 
polymere particulaire ou lineaire, avec una surface 
apparente hydrophile, et des groupes complexants libres- 

2o Compose ligand selon la revendication 1, 
caracterise en ce que ledit polymere est choisi dans le 
groupe des polymeres hydrophiles . 

3o Compose ligand selon la revendication 2, 
caracterise en ce que le polymere est un polymere 
fonctionnalise obtenu par polymerisation d'un premier 
monomere hydrosoluble, d • acrylamide, d'un derive 
d' acrylamide, de mfethacrylamide ou d'un deriv6 de 
15 methacrylamide, d'au mo ins un agent de reticulation etdau 
moins un second monomere, fonctionnel. 

4o Compost ligand selon la revendication 3, 
caracterise en ce que le premier monomere est choisi parmi 
le N-isopropylacrylamide, le N-ethylmethacrylamide, le N- 
2 0 n-propylacrylamide, le N-n-propylm4thacrylamide, le N-n- 
isopropy Imethacry lamide , le N-cyclopropy lacry lamide , le 
N,N-di6thylacrylamide, le N-m6thyl-N-isopropylacrylamide, 
le N-methyl-N-n-propy lacry lamide, le premier monomere 
etant de prSf^rence le N-isopropy lacry lamide (NIPAM) • 
2 5 So compose ligand selon la revendication 3, 

caracterise en ce que le ou les seconds monomeres 
fonctionnels repondent a la formule (I) suivante : 
CH2 =-C(Z) - (X)^ - (R)p - (Y)n (I) 

dans laquelle : 

30 Z represente H, un radical alkyle en C1-C5, le radical 
benzyle, -COOH, ou -CO-NH-CH (CH3) 2 f 

Y reprfesente -CH2-COOH, -N (CH2-COOH) 2 r 

-N(CH-COOH) (CH2-COOH) , ou -N(CH2-CH2-NH2)2/ 
(CH2-COOH) 

35 X reprfesente -NH (CH2-CH2-) / -N (CH2-CH2-) 2 ' 

-N(CH2-COOH) (CH2-CH2-) , ou CH(COOH)-, 



19 

R represente une chalne hydrocarbonee linfeaire, 
eventuellement interrompue par au moins un het^roatome, 
tel que O ou N, 

m et: p sont chacun un entier qui, Independamment: I'un de 
5 1' autre, equivalent a 0 ou 1, et 

n est un entier variant entre 1 et 3 . 

So Compose ligand selon la revendication 5, 

caracterise en ce que le second monomere est choisi parmi 

I'acide itaconique, les derives acryliques et les derives 
10 methacryliques . 

7o Compose ligand selon I'une quelconque des 

revendications 1 & 6, caracterise en ce qu'il est sous 

forme microparticulaire et en ce que la taille moyenne des 

particules est au plus egale a 5 fim, 
15 So Compose ligand selon la revendication 7, 

caracterise en ce que chacjue particule comprend en outre 

un noyau organicpae ou inorganique, hydrophile ou non 

hydrophile, 

9o Compose ligand ^elon la revendication 8, 
2 0 caract6ris6 en ce que ledit noyau est choisi dans le 
groupe comprenant le polystyrene, la silice et les oxydes 
metal liques . 

10 o Compose ligand selon la revendication 8 ou 9, 
caracterise en ce que ledit noyau renferme en outre un 

2 5 compose magnet ique. 

11 o Compose ligand selon I'une quelconque des 
revendications 8 a 10, caracterise en ce que ledit noyau 
est rev#tu dudit polymere, ledit polymere etant linfeaire. 

12 o Compose ligand selon I'une quelconque des 

3 0 revendications 8 a 10, caracterise en ce que ledit noyau 

est revetu dudit polymere, ledit polymere Stant 
part iculaire . 

13 • Compose ligand selon la revendication 7, 
caracterise en ce que lesdites particules consistent en un 
3 5 polymfere part iculaire, hydrophile avec des groupes 
complexants libres . 
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14 o Compose ligand selon la revendication 13, 
caracteris6 en ce que ledit polymere est le PNIPAM et les 
groupes complexants sont derives de I'acide itaconique ou 
de !• anhydride malfeique-co-mSthylvinylfether . 
5 15 o Compose ligand selon I'une quelconque des 

revendications 1 & 6, caracteris6 en ce qu'il est sous 
forme lineaire • 

16 o Compose ligand selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 15, caracterise en ce qu^il comprend en 
10 outre un marqueur. 

17 o Compose ligand selon la revendication 16, 
caracterise en ce que ledit marqueur est choisi parmi le 
groupe consistant en une enzyme, la biotine, 
1 ' iminobiotine, un composant fluorescent, un composant 
15 radioactif, un composant chemioluminescent , un composant 
d 'electrodensite, un composant magnet ique, un antigene, un 
haptene et un anticorps, 

c 18 o Compose complexe de coordination comprenant au 
moins un compose ligand selon I'une quelconque des 
2 0 revendications 1 a 14 , et eventuellement 16, et un metal 
de transition. 

19 o Compose complexe de coordination comprenant au 
moins un compost ligand selon la revendication 15, et 
eventuellement 16, et un m^tal de transition. 

2 5 20 o Compose complexe selon la revendication 18 ou 19, 

caracterise en ce que le metal de transition est choisi 
parmi le zinc, le nickel, le cuivre, le cobalt, le fer, le 
magnesium, le manganese, le plomb, le palladium, le 
platine et I'or. 

3 0 21 o Composition liquide d'un ligand de coordination, 

comprenant une phase continue aqueuse et une phase 
discontinue, dispersee dans la phase continue et 
const ituee d'au moins un compose ligand selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 17 . 
3 5 22 o Composition liquide d'un complexe de 

coordination, comprenant une phase continue aqueuse et une 
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phase discontinue dispersSe dans la phase continue et 
constitute d'au moins un compose complexe selon l*une 
quelconque des revendications 18 a 20. 

23 o Compose conjugut comprenant un compose complexe 
5 selon I'une quelconque des revendications 18 a 20 et un 
premier materiel biologique fixe sur ledit compose 
complexe. 

2<lo Compose conjugue selon la revendication 23, 
caracttrise en ce que le premier materiel biologique est 
10 une proteine. 

25. Compose conjugue selon la revendication 23, 
caracterise en ce que le premier materiel biologique est 
la proteine A, la proteine G ou un hybride de la proteine 
A et de la proteine G. 
15 2So Support non particulaire recouvert au moins 

partiellement par un compose ligand selon I'une quelconque 
des revendications 7 a 16. 

27 o Support particulaire recouvert au moins 
partiellement par un compose ligand selon I'une quelconque 

2 0 des revendications 7 a 16. 

28 o Support non particulaire recouvert au moins 
partiellement par un compose complexe selon I'une 
quelconque des revendications 18 a 20. 

29 o Support particulaire recouvert au moins 
25 partiellement par le compose complexe selon I'une 
quelconque des revendications 18 a 20. 

30 o Support non particulaire recouvert au moins 
partiellement- par un compose conjugue selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 25. 

3 0 31 o Support particulaire recouvert au moins 

partiellement par un composfe conjugue selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 25. 

32 o Precede de fixation d'un premier materiel 
biologique comprenant une partie susceptible de reagir 
3 5 avec un mttal de transition, et contenu dans un 
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echantillon, caracterise en ce qu'il coinprend les e^apes 
consistant : 

a) a disposer d'un compose ligand selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 17, 
5 b) a mettre en contact 1 • echantillon avec ledit 

compose ligand en presence d'au moins un metal de 
transition, 

c) apres avoir eventuellement observe la 
formation d'un compose conjugue entre le compose ligand, 
10 le m^tal de transition et le premier materiel biologique, 
a sfeparar ledit com.pcse conjugue. 

33 o Proc6de de fixation d'un premier materiel 
biologique comprenant une partie susceptible de reagir 
avec un metal de transition, et contenu dans un 
15 fechantillon, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
consistant : 

a) a disposer d'un compose complexe selon I'une 
quelconque des revendications 18 ^ 20, 

b) a mettre en contact 1 ' echantillon avec ledit 
2 0 compost complexe, 

c) apres avoir eventuellement observe la 
formation d'un compose conjugue entre le compose complexe 
et le premier materiel biologique, a separer ledit compose 
conjugue. " 

25 34 o ProcSde de fixation d'un second materiel 

biologique contenu dans un echantillon et susceptible 
d'interagir avec un premier materiel biologique, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant : 

a) h disposer d'un compose conjugue selon I'une 
30 quelconque des revendications 23 a 25, 

b) a mettre en contact 1 • echantillon avec ledit 
compose conjugue, 

c) apres avoir eventuellement observe 
1 ' interaction entre le premier et le second materiels 

35 biologiques, a separer ledit compose conjugue portant le 
second materiel biologique. 



23 



35 o Precede de fixation d'un second matferiel 
biologique contenu dans un echantillon et susceptible 
d'interagir avec un premier materiel biologique, 
caracterise en ce qu*il comprend les stapes consistant : 
5 . a) a disposer d'un support selon la 

revendication 3 0 ou 31, 

b) a mettre en contact 1 • echantillon avec ledit 

support , 

c) apres avoir eventuellement observe 
10 1 ' interaction entre le premier et le second materiels 

biologiques, a separer ledit support • 

3 6c Procede selon la revendication 34 ou 35, 
caracterise en ce qu'il comprend en outre I'etape (d) 
consistant a mettre en contact ledit conjugue portant le 

15 second materiel biologique, ou ledit support portant le 
second materiel biologique, obtenu selon (c) , avec un 
compose ligand selon la revendication 16 ou 17 et un metal 
de transition - 

37o Procede selon la revendication 34 ou 35, 

20 caracterise en ce qu'il comprend en outre I'etape (d) 
consistant a mettre en contact ledit conjugue portant le 
second materiel biologique, ou ledit support portant le 
second materiel biologique, obtenu selon (c) , avec un 
compose complexe marque selon la revendication 18 ou 19. 

25 38o Procede selon la revendication 32 ou 33, 

caracterise en ce que I'etape (b) est effectuee a un pH 
superieur ou egal au point isoelectrique du premier 
materiel biologique . 

39 o Procede selon I'une quelconque des revendications 

3 0 3 2 a 38, caracterise en ce que le premier materiel 
biologique est riche en histidine et/ou en cysteine. 

<iOo Procede selon I'une quelconque des revendications 
3 4 a 38, caracterise en ce que le second materiel 
biologique est riche en histidine et/ou en cysteine. 
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41 o Precede selon I'une quelconque des revendications 
3 9 ou 40, caract6rise en ce que le premier et 
eventuellement le second materials biologiques sont des 
materiels proteiques. 

5 
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